


























































































a.a.: amino acid  
ABA: abscisic acid 
AD: activation domain 
bp: base pair  
BD: binding domain 
CCFL: cold cathode fluorescent lamp 
cDNA: complementary DNA 
CDS: coding sequence 
Col: Columbia 
CT: circadian time 
DNA: deoxyribonucleic acid 
EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid 
EST: expressed sequence tag 
FMN: flavin mononucleotide 
FR: far-red light 
GUS: -glucronidase 
HPT: hygromycin phosphotransferase 
IP: immunoprecipitation 
kb: kilo base pair 
kDa: kilo dalton 
ko: knockout 
LED: light-emitting diodes 
MES: 2-morpholinoethanesulfonic acid, monohydrate 
miR: micro RNA 
NOS: nopaline synthase 
ORF: open reading frame  
OX: overexpression 
PAGE: poly-acrylamide gel electrophoresis 
PCR: polymerase chain reaction 
PHY: PHYTOCHROME 
pro: promoter 
qPCR: quantitative PCR 
RNA: ribonucleic acid 
RT: reverse transcription 
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SD: standard deviation 
SDS: sodium dodecyl sulfate 
SEM: standard error of mean 
Tak-1: Takaragaike-1 
Tak-2: Takaragaike-2 
Tris: tris (hydroxymethyl) aminomethane 
UTR: untranslated region 
WT: wild type 
X-Gluc : 5-bromo-4-chloro-3-indolyl--D-glucuronic acid cyclohexylammonium salt 


















従って光周性は植物のライフサイクルを通じて様々な生理応答を制御する (de Montaigu 
et al., 2010)。 
光周性が制御する生理応答のうち、最も重要な生理応答の一つが栄養生長から生殖生長
への生長相転換である。植物の光周性生長相制御の研究は 1920年の Garnerと Allardによ
るタバコの光周性花成の発見に端を発する (Garner and Allard, 1920)。その後、光周性花
成の研究が様々な植物種において展開されたが、現在では長日植物のモデル植物シロイヌ
ナズナを中心としてその分子機構の解明が進められてきている。その結果、葉で感知され
た日長情報が、長日条件依存的に花成促進因子である CONSTANTS (CO) の発現を誘導す
ることで花成が誘導されることが明らかとなった (Song et al., 2013)。COは維管束篩部伴
細胞において花成ホルモンである FLOWERING LOCUS T (FT) の転写を誘導し、FTの翻
訳産物が茎頂に輸送されることで花成が引き起こされることが明らかとなった (Corbesier 
et al., 2007; Notaguchi et al., 2008)。 
日長依存的な生長相制御機構は、被子植物における花成以外に、コケ植物における生殖
器形成など、陸上植物に共通して起こる生理応答であることが古くから報告されている 








デル植物シロイヌナズナの概日時計は、Myb 転写因子である LATE ELONGATED 
HYPOCOTYL (LHY) や CIRCAIAN COLOCK ASSOCIATED1 (CCA1)、二成分制御系の
レスポンスレギュレータから機能分化した PSEUDO-RESPONSE REGULATOR (PRR) 
/TIMIMG OF CAB EXPRESSION1 (TOC1) 遺伝子群、既知の機能ドメインをもたない核
タンパク質 GIGANTEA (GI)、３つの転写因子 EARLY FLOWERING (ELF) 3, ELF4, LUX 
ARRHYTHMO (LUX) から構成される Evening Complex (EC) を主要な構成因子とする
複数のフィードバックループが連動するモデルが提唱されている  (Nakamichi, 2011; 




図 I シロイヌナズナにおける概日時計の分子ネットワーク (Nagel and Kay, 2012; Pokhilko et 










その発現を誘導する (Farre et al., 2005, 図 II A)。PRR9、PRR7、PRR5は反対に LHY、
CCA1 のプロモーター上に結合することでその発現を抑制する (Nakamichi et al., 2010, 
図 II B)。一方 LHY、CCA1は TOC1、LUX、ELF3、ELF4、GIなどの転写を直接または
間接的に抑制することが示唆されている (Alabadi et al., 2002; Hazen et al., 2005; Kikis 
et al., 2005; Li et al., 2011; Nusinow et al., 2011)。従って、日中から夕方にかけて PRR9、
PRR7、PRR5 の発現が上昇して LHY、CCA1 の蓄積量が減少してくると、TOC1、LUX、
ELF3、ELF4遺伝子の発現抑制が解除され、発現が上昇する (図 II B)。こうして発現が誘
導された ELF3、ELF4は LUXと ECを形成し (Nusinow et al., 2011)、PRR9、PRR7の
プロモーターに結合して転写を抑制する (Helfer et al., 2011; Chow et al., 2012, 図 II C)。
ELF3、ELF4は、既知の DNA結合ドメインをもたないため、おそらく GARP 型転写因子
である LUX を介して標的因子の発現に影響を与えていると考えられている (Chow et al., 
2012)。これにより LHYおよび CCA1は、発現抑制が解除され、夜明けに向けて発現量が
上昇する (図 II C)。この他にも、LHY/CCA1と同じMyb転写因子であるREVEILLE (RVE) 
8は PRR5と (Rawat et al., 2011, 図 I)、機能未知の核タンパク質 LIGHT-REGULATED 
WD1はPRR9とフィードバックループを構成することが示唆されている (Wu et al., 2008; 
Wang et al., 2011)。また転写因子以外にも、FIONA1のような機能未知の核タンパク質も、
これらの時計遺伝子と相互作用して概日リズムの周期の維持に関与することが明らかにさ
れつつある (Kim et al., 2008)。転写のフィードバック制御に加えて、TOC1のタンパク質
レベルの制御が概日リズムの維持に大きな影響を与えていることも明らかにされている 
(Mas et al., 2003)。このように被子植物では概日時計の分子機構は非常に複雑であるため、
数理モデルを用いた手法などにより、その分子ネットワークの解明が試みられているもの




図 II シロイヌナズナにおける概日時計の転写制御のモデル (Nakamichi, 2011 に基づいて作成) 
夜明け (A)、日中 (B)、夕暮れ (C) において主に発現している時計遺伝子を介した制御を示
す。(A) LHY/CCA タンパク質は LUX、TOC1、ELF4 のプロモーター上に結合して転写を抑制す
ると同時に PRR9、PRR7 のプロモーター上に結合し、転写を促進する。(B) PRR9、PRR7、PRR5
は連続的に LHY/CCA1のプロモーター上に直接結合することで日中を通じて LHY/CCA1遺伝子







FLAVIN BINDING, KELCH REPEAT, F-BOX (FKF1) である。GIは、遅咲きの突然変異
体の原因遺伝子として単離された (Fowler et al., 1999; Park et al., 1999)。GIは明らかな
機能ドメインを持たない 127 kDaの核タンパク質をコードしている遺伝子で、その遺伝子
発現は概日時計により制御されている。GIのmRNA および GIタンパク質の蓄積量は、長
日条件では日の出から 8～10 時間後にピークを示す (Fowler et al., 1999; Park et al., 
1999) (図 III)。また、夜間には CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENESIS1 
(COP1)-ELF3 複合体を介したプロテアソーム分解系による分解制御を受ける (Yu et al., 
2008)。 
FKF1は遅咲きの表現型を示す変異体の原因遺伝子として単離・同定された (Nelson et al., 
2000)。FKF1 タンパク質は、青色光受容体フォトトロピンの光受容ドメインとしても知ら
れる Light, Oxygen, Voltage (LOV) ドメインをN末端側に、E3ユビキチンリガーゼとし
て機能するうえで重要である F-box ドメインを中央に、そして C 末端側に kelch リピート
ドメインを有する。FKF1遺伝子の発現は概日時計により制御されている。FKF1のmRNA
および FKF1タンパク質の蓄積量は GIと同様に、長日条件では日の出から 10～13時間後
にピークを示す (Nelson et al., 2000; Imaizumi et al., 2003)。長日条件においては、GIと
FKF1のタンパク質蓄積量のピークが一致することに加え、GIと FKF1が青色光依存的に
複合体を形成する (Sawa et al., 2007)。GI-FKF1複合体は COの転写抑制因子である CDF 
(CYCLING DOF FACTOR) 1、CDF2、CDF 3、CDF 5をユビキチン化し、プロテアソー
ム系による分解に導くことで、夕方に COの転写抑制を解除する (Imaizumi et al., 2003; 
Imaizumi et al., 2005; Sawa et al., 2007; Fornara et al., 2009)。一方短日条件では GI、
FKF1タンパク質の蓄積量ピークが一致しない。これに加え、GIと FKF1の蓄積量がピー
クを迎える時間帯に光が当たらないため、青色光依存的な複合体が形成されず、CDF の分
解は起こらない (Sawa et al., 2007)。このように、GI-FKF1による光周性花成制御は、内
性の概日時計 (内的符合) と外部からの光刺激 (外的符合) の 2 重の制御を受けていると考
えられている (図 III)。 
GI, FKF1ホモログは、被子植物において広く存在しており (Hayama et al., 2002; Hong 
et al., 2010; Taylor et al., 2010; Li et al., 2013)、なかでも GIを介した花成制御機構は、被
子植物の様々な植物種で保存されているが (Zhao et al., 2005; Hecht et al., 2007; Higuchi 
et al., 2011; Watanabe et al., 2011; Bendix et al., 2013)、緑色植物の進化上基部に位置す
るプラシノ藻オストレオコッカス  (Ostreococcus tauri) や緑藻クラミドモナス 
(Chlamydomonas reinhardtii)、蘚類ヒメツリガネゴケ (Physcomitrella patens) において
は、そのホモログが存在しない。このことから、GI-FKF1 による生長相制御機構の起源は






図 III シロイヌナズナにおける GI-FKF1複合体を介した光周性花成経路 (Sawa et al., 2007に基
づいて作成) 
グラフは GI タンパク質、FKF1 タンパク質、CDF1 タンパク質、CO mRNA の蓄積量変化の















子種 (Holm et al., 2010 に元づいて作成) 
 
 
シロイヌナズナの LUX 遺伝子に関しては、概日時計への関与が示された 2 分子種に加え 
(Hazen et al., 2005; Onai and Ishiura, 2005; Dai et al., 2011; Helfer et al., 2011)、3 分子種のホモ




持つ TOC1 と CCA1による単一のフィードバックループで構成される最もシンプルな制御
システムをもつ (Corellou et al., 2009)。数理モデリングと合わせた手法により、TOC1と
CCA1の転写フィードバックループに加え、光が各遺伝子の転写・翻訳産物の安定性を調節
すること、さらにその効果が特定の時間帯に限定されることが、概日リズムの頑強性や柔
軟性に必要であることが明らかにされている (Troein et al., 2011)。概日時計からの出力系
に関しては、細胞分裂および細胞周期関連因子の発現が光および概日時計の制御下にある
ことが報告されているが、概日時計がどのようにして細胞周期関連因子の発現を制御する








いる (Matsuo et al., 2008)。従って、クラミドモナスは種分化の後に独自に概日時計の分
子機構を進化させたと考えられている。 
基部陸上植物における先行研究では、蘚類ヒメツリガネゴケの概日時計は、中心振動体と
して LHY/CCA1 ホモログが概日リズム形成に中心的な役割を果たすことが示されており 
(Okada et al., 2009a; Okada et al., 2009b)、オストレオコッカスと同様、LHY/CCA1と
PRR 遺伝子群によるシングルループで構成されるモデルが提唱されている (Holm et al., 
2010)。出力系に関しては、光合成関連因子である Lhcb や葉緑体遺伝子の転写に関わるシ
グマ因子の発現が、概日時計の支配下にあることが報告されている (Aoki et al., 2004; 
Ichikawa et al., 2004; Ichikawa et al., 2008)。また、ヒメツリガネゴケの生殖器形成は、
短日条件と温度により誘導されることが報告されている (Hohe et al., 2002)。ただし、前述
のとおりヒメツリガネゴケには GI、FKF1/LOV KELCH PROTEIN 2 (LKP2) /ZEITLUPE 
(ZTL) のオルソログが存在しないことから、概日時計からの出力系は被子植物における









基部陸上植物ゼニゴケ (Marchantia polymorpha) 
 ゼニゴケが属する苔類は基部陸上植物の代表的な現生系統であり、植物の進化上非常に
重要な位置を占める (Qiu et al., 2006; Bowman et al., 2007, 図 IV)。従ってゼニゴケは、
植物が陸上化した際に獲得していたシグナル伝達機構を保持していると期待され、陸上植
物の進化を考えるうえで非常に有用なモデル植物であると考えられる。 
ゼニゴケは、生活環の大半を葉状体と呼ばれる配偶体 (n) 世代で過ごす(図 V)。これは、











ィクルガンを用いた核ゲノムおよび葉緑体ゲノムへの形質転換法 (Takenaka et al., 2000; 
Chiyoda et al., 2007) が確立されている。近年、アグロバクテリウムによる高効率な核ゲ
ノムへの形質転換法 (Ishizaki et al., 2008; Kubota et al., 2013; Tsuboyama and Kodama, 
2014) が確立された。また、相同組み換えを利用した遺伝子ターゲッティング法や 
(Ishizaki et al., 2013)、CRISPR/Cas9 を利用したゲノム編集の手法が確立しつつある 
(Sugano et al., 2014)。ゲノム情報に関しても、様々な光条件や発生段階に由来する EST















図 V 苔類ゼニゴケの生活環 





る (Wann, 1925; Voth and Hamner, 1940)。また、ゼニゴケを含む複数種の苔類において、
日長依存的な生殖器形成が報告されている (Benson-Evans, 1961, 1964)。近年、ゼニゴケ
は白色光に遠赤色光 (FR) を補光した長日条件で生殖器形成が誘導されることが見出され
た (Chiyoda et al., 2008)。この応答には、赤色光・遠赤色光受容体フィトクロムである
Mpphyが関与することが示唆されている。Mpphyは赤色光を受容することで活性型である
Pfr 型へ、FR を受容することで不活性型である Pr 型へと可逆的に相互変換する。
MpphyY241H 変異型タンパク質は、この光可逆性を失い恒常的に活性型として機能する (片
岡 2007)。MpPHYY241H を恒常的に高発現する形質転換植物は、FR 補光下においても生



















(図 1A, Wann, 1925; Voth and Hamner, 1940; Benson-Evans, 1961, 1964)。しかし、生殖
器官の形成に最低限必要な昼の長さ (限界日長) は明らかにされていない。そこで、野生株
の無性芽をショ糖含有培地において連続白色光条件下で 10 日間培養後、FR を補光した異
なる日長の明暗周期下に移動して、各個体のうち最初の発生初期の生殖器が確認できるま
での日数を測定した。その結果、日長時間の増加に伴い生殖器形成までの日数が減少する
ことが明らかになった (図 1B)。8, 9, 10時間明期を与えた個体の間での生殖器形成日数の
差をみると、9時間と 10時間での日数差は約 10日であり、16時間の場合と比較しても 20
日程度の差であったのに対し、8時間と 9時間の間ではわずか 1時間の差で生殖器形成まで






図 1. ゼニゴケの限界日長の決定 
(A) 短日 (8 時間明期) および長日 (16 時間明期) 条件で生育した、生育 35 日目の植物体。黄色








知られている (Sawa et al., 2007)。そこで、ゼニゴケの生長相転換に同様の分子メカニズ
ムが関わるかどうかを明らかにするために、ゼニゴケゲノムデータベースを用いて、GI お
よび FKF1遺伝子のホモログ検索を行った。その結果、ゼニゴケゲノム上に被子植物の GI 
および FKF1/LKP2/ZTL ファミリーと高い相同性を示す遺伝子が 1 分子種ずつコードされ
ることが明らかになったため、GIのホモログをMpGI、また、FKF1/LKP2/ZTLのホモロ
グを、その一次構造に基づきMpFKFと命名した。MpGI、MpFKFのイントロン挿入位置
は、MpGI の第 1 イントロンを除いてすべてシロイヌナズナと一致していた (図 2A, 3A)。
MpGI は 1,187 アミノ酸からなる分子量約 127.5 kDa のタンパク質をコードする遺伝子で
あった (図 2)。また、MpGIと AtGIのアミノ酸配列を比較すると、N末端側の 680アミノ
酸および C末端側の 300アミノ酸の相同性が高く、同一アミノ酸残基がそれぞれ 53%およ
び 42%、類似アミノ酸残基がそれぞれ 68%および 57%の割合で存在していた。このことか





図 2. MpGI遺伝子のエキソン―イントロン構造と一次構造解析 
(A) MpGI遺伝子およびAtGI遺伝子のエキソン―イントロン構造。黒四角がエキソンを、灰色四角が
UTR を、四角間をつなぐ黒棒がイントロンを示す。対応するイントロン挿入位置を点線で示した。バー
は 1 kb。(B) ゼニゴケおよび他植物由来のGIタンパク質のマルチプルアライメント。保存された残基を




MpFKFは 635アミノ酸からなる分子量約 69.5 kDaのタンパク質をコードする遺伝子で
あった (図 3)。MpFKFとシロイヌナズナの FKF1およびそのパラログである ZTL、LKP2 
(Somers et al., 2000; Schultz et al., 2001) のアミノ酸全長とのアラインメントを作成した
結果、MpFKFはシロイヌナズナの FKF1/LKP2/ZTL 配列と同様に LOVドメイン、F-box
および 6つの kelchリピートから構成されていた (図 3B)。MpGIと AtFKF1の配列を比較





から (Imaizumi et al., 2003)、MpFKFは FMNを発色団とする青色光受容体として機能す
る可能性が推測された (図 3B)。MpFKFと既知の維管束植物の FKF1ホモログのアミノ酸
配列全長を用いて最尤法により系統樹を作成したところ、MpFKF は被子植物の FKF1 ク
レードと LKP2/ZTLクレードとは独立して、イヌカタヒバ (Selaginella moellendorffii) の





図 3. MpFKF遺伝子のエキソン―イントロン構造と一次構造解析 
(A) MpFKF 遺伝子および AtFKF1 遺伝子のエキソン―イントロン構造。黒四角がエキソンを、灰色
四角が UTR を、四角間をつなぐ黒棒がイントロンを示す。対応するイントロン挿入位置を点線で示した。






図 4. MpFKFの分子系統解析 
最尤法による MpFKF 全長アミノ酸配列の系統樹。AtFKF1, AtZTL, AtLKP2: シロイヌナズナ; 
OsFKF1, OsZTL1, OsZTL2: イネ; GmFKF1, GmZTL1, GmZTL2: ダイズ; TaFKF1, TaZTL: コム
ギ ; AcFKF1, AcZTL: タマネギ ; McFKF1, McZTL: アイスプラント ; SmFKF: イヌカタヒバの






シロイヌナズナにおいては、GI と FKF1 の mRNA の蓄積量は日周変動を示し、その発
現が概日時計によって制御されることが報告されている (Fowler et al., 1999; Park et al., 
1999; Nelson et al., 2000)。そこで、定量的 PCR (qPCR) 法により、12時間明期 12時間
暗期の明暗条件 (12L12D)、または 12L12D から恒常明条件 (LL)、あるいは恒常暗条件 
(DD) へ移行後の葉状体における MpGI、MpFKF の発現量の日内変動を解析した (図 5)。
その結果、MpGI および MpFKF の発現量は 12L12D 下でともに明期開始後 12 時間目 
(ZT12) にピークをもつ明暗応答を示した (図 5A, D)。さらにこの発現様式はLLおよびDD
移行後も持続していた (図 5B, C, E, F)。MpGIの発現リズムは、DD下では比較的高振幅
でリズムが持続したのに対して、LL 下では LL 移行後 16 時間目以降の発現量が全体的に
増加し、振幅が減少した (図 5B, C)。MpFKF の発現リズムの振幅は MpGI と比較すると
小さく、恒常条件移行後も MpGI ほど明瞭には持続しなかった (図 5E, F)。これらの結果





図 5. MpGIおよび MpFKFの LD, LL, DD下の発現リズム解析 
MpGI (A-C) およびMpFKF (D-F) のmRNAの蓄積量変化。12L12D下 (A, D), LL (B, E) または
DD (C, F) 移行後 48時間の解析結果。グラフ上のバーは白が昼、黒が夜、薄い灰色が LL移行前の
夜に相当する時間 (主観的夜)、濃い灰色が DD移行前の昼に相当する時間 (主観的昼)。ZTは実時





MpGI および MpFKF の発現する組織を解析するために、GI および FKF 遺伝子のプロ
モーターに GUS レポーターを連結した形質転換植物  (MpGIpro:GUS および
MpFKFpro:GUS) を作出し、発現組織解析を行った。これらの植物について、LL 下で 10
日間培養した葉状体の GUS染色を行った結果、MpGIpro:GUSは特にメリステム付近から
中肋を中心として、MpFKFpro:GUS は植物体全体において GUS 染色が見られた (図 6)。





図 6. MpGI と MpFKFの発現組織解析 
(A, B) LL下で 10日間生育した GIpro:GUS (A), FKFpro:GUS (B) 発現株の葉状体の GUS染色







シロイヌナズナでは、GI と FKF1 は長日条件特異的に相互作用し CO の転写抑制因子
CDF1, CDF2, CDF3, CDF5 を分解することで花成を促進する  (Sawa et al., 2007; 
Fornara et al., 2009)。そこで、MpGIとMpFKFの相互作用能を解析した。 
 
5.1 酵母ツーハイブリッド法によるMpGIおよびMpFKFの相互作用解析 
酵母ツーハイブリッド法により MpGI と MpFKF の相互作用を検証した。MpGI および
MpFKFの全長および部分長を Gal4の転写活性化ドメイン (AD) または DNA結合ドメイ
ン (DBD) に連結させたベクターを作成し、すべての組み合わせについて分子間相互作用を
評価した。その結果、MpGI 全長 (GI-FL) と MpFKF 全長 (FKF-FL) の組み合わせと、
GI-FLとMpFKFのLOVドメイン及びF-boxを含むN末端側 (FKF-LOV+F) の組み合わ
せ、MpGIの N末端側 392アミノ酸 (GI-N) と FKF-LOV+Fの 3種の組み合わせをもつ酵
母が、選抜培地上でコロニーを形成した (図 7)。このことから、MpGI と MpFKF が酵母





図 7. 酵母ツーハイブリッド法による MpGI と MpFKFの相互作用解析 
GI 全長 (GI-FL：1-1,187a.a.); GI の N 末端側 (GI-N：1-392a.a.); GI の C 末端側 (GI-C：
383-1,187a.a.) ;FKF 全長  (FKF-FL：1-635a.a.); FKF の LOV ドメインおよび F-box ドメイン 
(FKF-LOV+F：1-291a.a.); FKF の F-box ドメインおよび kelch リピート (F+Kelch：181-635a.a.) を
Gal4の転写活性化ドメイン (AD) またはDNA結合ドメイン (DBD) に連結させ、相互作用を検証した。









(MpGI-FLAG) および MpFKF-4xmyc (MpFKF-myc) を ELONGATION FACTOR1- 
(EF) プロモーターにより過剰発現させるコンストラクトを Tak-1 株に導入し、
MpGI-FLAG MpFKF-myc共過剰発現植物 (GIoxFKFox) を作出した。ネガティブコントロ
ールとしてEFプロモーター下でMpGI-FLAGのみを過剰発現する植物 (GIox) を作出した。
これらの植物を 10 日間連続白色光下で培養後、FRを補光した 16L8D 条件に移動して、8
日目の ZT 12の植物体を回収して調製した細胞破砕液を用いて、myc抗体による免疫沈降






図 8. 共免疫沈降による MpGI-FLAGおよび MpFKF-mycの相互作用解析 
EFpro:GI-FLAG発現株(GIox)、EFpro:GI-FLAG EFpro:FKF-myc (GIoxFKFox) 発現株を用いた共
免疫沈降解析。myc 抗体 (-myc) つきのマイクロビーズを用いて免疫沈降を行い、 -FLAG による
ウエスタンブロットを行った。Inputには全タンパク質画分の 130分の 1量、myc IPにはビーズに吸着










MpGIおよびMpFKF ノックアウト株 giko, fkfkoを作出するために、MpGIは第 2エキソ
ンが、MpFKFは発色団結合に関わるとされるシステイン残基を含む第 2エキソンの上流領
域が、それぞれハイグロマイシン耐性遺伝子 (MpEFpro:hpt) に置換されたコンストラクト
を作成し (図 9A, B)、Tak-1と Tak-2の交配により得られた F1胞子に形質転換した。得ら
れた薬剤耐性株について、PCR によるノックアウト株の選抜を行った。まず、相同組み換
えにより MpEFpro:hpt に置換された領域を増幅するプライマーセットを用いて PCR を行
ったところ、野生株由来の増幅断片は検出されず、MpEFpro:hpt由来の増幅断片のみが得
られる株が、MpGI および MpFKFについてそれぞれ 1 株ずつ単離された (図 9C, D)。次
に、目的の置換領域の外側のゲノム上に位置するプライマーとMpEFpro:hpt上に位置する
プライマーを用いてPCRを行った。その結果、野生株では増幅がみられなかったのに対し、
ノックアウト候補株では目的のサイズに特異的な増幅がみられた (図 9C, D)。得られた株
から RNA を抽出し、半定量 RT-PCR により MpGI、MpFKF の発現量を解析したところ、









図 9. MpGIおよび MpFKFのノックアウト株の作出と、ノックアウト株における各遺伝子の発現解析 
(A, B) MpGI (A) および MpFKF (B) のジーンターゲッティング用コンストラクトの模式図。アルファ
ベット付き矢印は、(C)、(D) で示した PCRに用いたプライマーセットの位置。プライマーa, dは、
MpEFpro:hptの挿入がおこる座位を、プライマーb, fは 5側ののりしろ部分を、プライマーc, eは 3側
ののりしろ部分を増幅するプライマーセット。黒三角つきのバーは (E) から (G) における半定量




 (D) のゲノム DNAを鋳型として、











よび MpFKFの増幅には 24サイクル、EFの増幅には 20サイクルの PCR反応を行った。  
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6.2 gikoおよび fkfkoの生長相転換時の表現型解析 
前項で作出した giko、fkfkoおよび雌雄の野生株 Tak-1, Tak-2を第 1項と同様に FRを補
光した長日条件で培養し、FR 補光した 16 時間明期 8 時間暗期の長日条件に移してから生
長相転換が生じるまでの日数を計測した (図 10)。その結果、Tak-1, Tak-2は 2週間程度で
生殖器形成が見られたが、gikoおよび fkfkoは 60日を過ぎても生殖器の形成が見られなかっ
た (図 10B)。gikoおよび fkfkoに MpGI または MpFKF 遺伝子全長を導入した株(gGI/giko, 
gFKF/fkfko) では、野生型株と同様に、約 2週間で生殖器の形成が見られた (図 9E, F, 10B)。
従ってMpGI又はMpFKFは長日条件下での生殖器官形成に必要であることが示唆された。



























シロイヌナズナにおいては、GI と FKF1 の共過剰発現により GI-FKF1 複合体の蓄積量
が増加し、短日条件下において長日条件とほぼ同様の花成の表現型を示すことが報告され
た (Sawa et., 2007)。そこで、MpGI-MpFKF複合体のゼニゴケにおける光周性生長相転換
に対する寄与について検証するために、5.2 で作出した GIox, GIoxFKFox に加え、
MpEFpro:MpFKF-myc (FKFox) の生殖器形成にかかる日数を計測した (図 11A, B)。その
結果野生株では、長日条件においては 2週間程度で生殖器形成がみられたのに対し、8時間
明期 16 時間暗期の短日条件では生殖器形成が大幅に遅延した (図 11B)。しかし、GIox, 
FKFox では短日条件においても野生株の長日条件下とほぼ同じ日数で生殖器形成が観察さ
れた (図 11B)。さらに、これらの過剰発現株では、長日条件においても野生株よりやや早




せた株は、それぞれ短日条件下で 60 日以上生育させても生殖器の形成がみられなかった 
(図 11C)。これらのことから、MpGI と MpFKF が遺伝的に同一の経路で機能しており、
MpGI および MpFKF は単独ではなく、相互依存的に働いて生長相転換を促進することが











図 11. MpGIおよび MpFKF過剰発現系統における生長相転換時期の解析 
(A) 無性芽播種後 35日目のWTおよび過剰発現系統の植物体。矢尻は生殖器を示す。スケール
バーは 10 mm。 (B) 各ラインの葉状体を FR補光した長日および短日条件に移行した後、各個体に
おいて発生初期の生殖器が最初に観察されるまでの日数。エラーバーは±SD; n≧15。(C) giko背景











解析した。AtGI のプロモーターに、MpGI の CDS 配列を結合したコンストラクト
AtGIpro:MpGI を作出し、シロイヌナズナ gi-2 変異体に形質転換し、独立した複数の T1
植物に由来する T3ホモの種子を得た (AtGIpro:MpGI/gi-2 #1、2)。野生型株 Col、gi-2欠
損変異体、および AtGIpro:MpGI/gi-2 #1、2を長日条件下で栽培し、抽臺時のロゼット葉
の枚数を指標に花成時期の測定を行った (図 12)。その結果、Fower et al., 1999で報告さ
れていた通り gi-2 欠損変異体は Col と比較して遅咲きの表現型を示した。一方







図 12. MpGIによるシロイヌナズナ gi変異体の相補実験 
野生型 (WT), gi-2, AtGIpro:MpGI /gi-2を長日条件で生育した。(A) 抽臺時のロゼット葉の枚数。
エラーバーは±SD; n≧10。アスタリスクはStudent’s t-testにより算出した P値が 10
-4
以下であること





1. ゼニゴケには GI遺伝子および FKF1遺伝子のカウンターパートが存在する 
本研究において、被子植物の GIおよび FKF1/ZTL/LKP2 のホモログがゼニゴケのゲノ






ナの FKF1と類似した挙動を示すことが明らかとなった (図 5D-F)。シロイヌナズナの
FKF1、LKP2、ZTLの mRNA の発現量を比較すると、発現量比は ZTL が圧倒的に高く、
次いで FKF1で、LKP2は両者と比較してほとんど発現していないことが報告されている 
(Baudry et al., 2010)。さらに、FKF1はmRNAおよびタンパク質蓄積量の変化が概日リ
ズムを刻むのに対して (Nelson et al., 2000; Imaizumi et al., 2003)、ZTLはmRNAレベル
では概日リズムを刻まず、タンパク質蓄積量が日内変動することが明らかにされている 











発現することが報告されており (Fowler et al., 1999; Park et al., 1999; Nelson et al., 
2000; Somers et al., 2000; Schultz et al., 2001)、花成制御以外にも、塩ストレスシグナル
経路 (Kim et al., 2013) や概日時計の制御 (Mas et al., 2003; Gould et al., 2006; Kim et 








る (Sawa et al., 2007)。GI-FKF1を介した COの転写制御は、CDF1および COの発現部
位である葉の維管束の篩部伴細胞で起こると考えられている (Imaizumi et al., 2005)。そ
の後、COによって転写された FTの翻訳産物が茎頂へと長距離輸送されることで花成が誘









2. MpGIは MpFKF と植物体内において相互作用する 
酵母ツーハイブリッド法により、MpGIとMpFKF は、MpGIのN末端側とMpFKFの
LOVドメインを介して相互作用することが示唆された (図 7)。また、MpGIとMpFKFは
生体内においても相互作用することが示唆された (図 8)。シロイヌナズナでは、GIと FKF1
または GIと ZTLは青色光依存的に複合体を形成することが知られている (Kim et al., 











いて、FKF1による GIの分解制御に関してはいまだ報告例がなく、むしろ逆に GIと FKF1
のパラログである ZTLが相互作用して互いのタンパク質安定性を向上させることが示唆さ









giko, fkfkoはFRを補光した長日条件下で生殖器形成が起こらない表現型を示した (図 10)。
このことから、MpGI、MpFKFがいずれもゼニゴケの生長相転換に必要であることが示さ














成を制御する経路が存在すると考えられている (Sawa et al., 2007)。そのなかに、GIが
miR172を介して FTの転写を制御する経路や (Jung et al., 2007)、GIが FT転写抑制因子
である TEMPRANILLO (TEM) や SHORT VEGETATIVE PHASE (SVP) の機能を阻害
する経路が挙げられる (Sawa and Kay, 2011)。また、FKF1に関しても、GI非依存的に





























とが示された (図 10, 11)。さらに、AtGIプロモーター下で発現させたMpGIはシロイヌ














ジュールにより制御されていることが報告されており (Pires et al., 2013; Xu et al., 2014)、
発生の分野においては、配偶体世代における組織分化を制御する分子機構の多くが、胞子
体世代へと転用されたことが明らかになりつつある。本研究では、日長依存的なゼニゴケ












得の前後であると考えられてきた (Holm et al., 2010)。しかし、本研究により、苔類ゼニ
ゴケの生長相制御機構がMpGI-MpFKF複合体を介して行われることを明らかにした (図
8, 9, 11, 12)。このことから生長相制御因子としての GI-FKF1複合体の起源は少なくとも植
物の陸上化の時点にさかのぼることができることが明らかとなった。ゼニゴケを含む苔類
の生長相転換が明確な日長応答を示すのに対し、蘚類の多くの植物種は日長による生長相
制御が明瞭に観察されないことが報告されており (Chopra and Bhatla, 1983)、ヒメツリガ
ネゴケの生長相転換も短日に加えて低温条件が必要であることが報告されている (Hohe et 
















本研究はゼニゴケ (Marchantia polymorpha L.) の野生型雄株である Takaragaike-1 
(Tak-1) と雌株である Takaragaike-2 (Tak-2) および、それらを掛け合わせて得られた F1
胞子と、シロイヌナズナ (Arabidopsis thaliana) の野生株として Colを用いた。作出した
ゼニゴケ形質転換体の遺伝的背景を以下に示す。 
F1胞子背景・・・GIpro:GUS、FKFpro:GUS 
                giko、GIpro:gGI/giko、EFpro:MpFKF-4xmyc/giko 
fkfko、FKFpro:gFKF/fkfko、EFpro:MpGI-3xFLAG/fkfko 
  Tak-1背景・・・GIox、FKFox、GIoxFKFox 
 
ゼニゴケの培養 
ゼニゴケの培養には特に指定のない限り、2倍に希釈したガンボーグ B5培地 [(Gamborg 
et al., 1968), 175 mg/L リン酸二水素ナトリウム二水和物、2.5 g/L 硝酸カリウム、134 
mg/L 硫酸二アンモニウム、250 mg/L 硫酸マグネシウム七水和物、150 mg/L 塩化カルシ
ウム二水和物、40 mg/L EDTA-NaFe (Ⅲ)、250 µg/L モリブデン酸ナトリウム二水和物、
25 µg/L 硫酸銅七水和物、 25 µg/L 塩化コバルト六水和物、2 mg/L 硫酸亜鉛七水和物、
10 mg/L 硫酸マンガン七水和物、3 mg/L ホウ酸、750 µg/L ヨウ化カリウム] に 0.5 g/L 
MES 、1.3% (w/v) 寒天末、1% (w/v) ショ糖を加え、KOHで pH5.7に調整したものに適
切な抗生物質を加えて使用し、22Cの連続白色光 (50～60 µmol m-2 s-1) 照射下で無性的に
継代培養した。白色光光源には CCFL (OPT-40C-N-L, Optrom) を用いた。ゼニゴケの生殖
器誘導は、連続白色光下で 10 日間生育させた無性芽を 22C に設定したグロースチャンバ
ー (LH-80CCFL-6CT, NKSystem) に移して行った。グロースチャンバーの光設定条件は、
50～60 µmol m-2 s-1 の CCFL 光源の白色光に、20-30 mol photons m-2s-1 の FR LED 
(VBL-TFL600-IR730*; Valore; ピーク波長 733 nm, 半値幅 27 nm) を補光した長日条件 





フトウェア (Biomatters; http://www.geneious.com) に付属のプログラムであるMUSCLE
を用い、通常のパラメータ設定により作製した。最尤法による系統樹作製には Geneiousに
付属の PhyML プログラム  (ver. 2.2.038) を用い、LG モデルに基づいて作成した 





AB872959 (MpGI, M. polymorpha), ABP96497 (AtGI, A. thaliana), Os01g0182600 
(OsGI, Oryza sativa), XP_002961231 (SmGI, S. moellendorffii)  
FKF1/LKP2/ZTL 
AB872960 (MpFKF), AAF32298 (AtFKF1), NP_001154783 (AtZTL), NP_849983 
(AtLKP2), Os11g0547000 (OsFKF1, O.sativa), Os02g0150800 (OsZTL1), 
Os06g0694000 (OsZTL2), NP_001235886 (GmFKF1, Glycine max), NP_001235856 
(GmZTL1), NP_001235871 (GmZTL2), ABL11478 (TaFKF1, Triticum aestivum), 
ABR14627 (TaZTL), ACT22762 (AcFKF1, Allium cepa), ACT22763 (AcZTL), 
AAQ73528 (McFKF1, Mesembryanthemum crystallinum), AAQ73527 (McZTL), and 




いて Ishizaki et al., 2008および Kubota et al., 2013に従って行った。得られた薬剤耐性株
の無性芽を 2 回継代した G2 世代を解析に用いた。EFpro:MpGI-3xFLAG および
EFpro:MpFKF-4xmycコンストラクトは Tak-1または giko, fkfkoに、GIpro:gGIは gikoに、




MpGIおよびMpFKF ジーンターゲティング用コンストラクト (MpGI-GT, MpFKF-GT) 
Tak-1 ゲノム抽出液を鋳型に、相同組み換えののりしろとなる領域を KOD FX Neo 
(Toyobo) を用いて PCRにより増幅した。MpGIのターゲティングでは、得られた PCR産
物のうち、5側ののりしろ領域を pJHY-TMp1の PacIサイト、3′側を AscIサイトに導入し





















Tak-1ゲノム抽出液を鋳型に、MpGIの予測翻訳開始点上流 4,573 bp およびMpFKFの
予測翻訳開始点上流 5,082 bp を KOD Plus Neo (Toyobo) を用いて PCRにより増幅した。
得られた増幅断片をTOPO反応によりpENTR-D-TOPO (Life Technologies) に導入してエ
ントリークローンを作成した。得られたエントリークローンを LR反応 (Life technologies) 




F 5′-CACCAGATTTTAGGTTGACTCG-3′  







Plus Neo を用いて PCR により増幅した。得られた増幅断片を TOPO 反応により
pENTR-D-TOPO に導入してエントリークローンを作成した。用いたプライマー配列を以
下に示す。 
MpGI (CDS stop無) 
F 5′-CACCATGTCATTTCCCGGGCAGAA-3′ 
R 5′-GACAGGAATCGGGCAGC-3′ 




EFpro:MpGI-3xFLAG および EFpro:MpFKF-4xmyc の作出には以下のバイナリ―プラ
スミドを用いた。PCR により合成した 3xFLAG 断片および 4xmyc 断片を pMpGWB103
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および 303 の Aor51HI サイトに導入し、改変型 pMpGWB103 (303) を作出した (EF 






含む遺伝子全長を KOD Plus Neo を用いて PCR により増幅した。得られた増幅断片を
TOPO反応により pENTR-D-TOPOに導入してエントリークローンを作成した。得られた











野生型Colのゲノム抽出液を鋳型に、AtGIのプロモーターおよび 5UTRを含む 2,106 bp
を PCRにより増幅した。また、MpGIの CDS領域全長を PCRにより増幅した。精製した
2つの増幅断片を鋳型にPCRを行い、2断片が連結したAtGIpro:MpGIの増幅断片を得た。
得られた増幅断片を pENTR/D-TOPO に導入し、エントリークローンを作成した。エント





















































およそ 120 mgのゼニゴケ葉状体から TRIzol (Life Technologies) を用いて付属のプロト
コルに従い RNAを抽出した。サンプリングの条件は本文中の記載に従った。暗所条件のサ
ンプリングについては緑色安全光下で行った。得られた RNAを RQ1 RNase free DNase 
(Promega) を用いて DNase処理し、エタノール沈殿により回収したのち、4 g RNAを逆
転写に用いた。逆転写反応は 6-mer random primerおよび Rever Tra Ace (Toyobo) を用い
て行い、付属のプロトコルに従った。得られた cDNA を滅菌水でおよそ 4 倍に希釈したも
のを鋳型として、CFX96 Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad) を用いて定量的リ
アルタイム PCR 法により遺伝子発現解析を行った。dsDNA の定量には SYBR Green I 
Nucleic Acid Gel Stain (Lonza) を用いた。PCR反応は 95C 2 minの後 95C 10sec, プラ
イマーTm値 15sec, 72C 15 secを 40サイクル行った。増幅産物の特異性は融解曲線解析
およびアガロースゲル電気泳動により確認した。解析結果は CFX Manager (Bio-Rad) を用
いて定量化した。目的遺伝子の発現量を内部標準として用いた MpEF の発現量に対する相
対値として算出し、ピーク時の値を 1 に設定した。用いたプライマーの配列と Tm 値を以
下に示す。 
 
MpGI (Tm値: 61.8) 
F 5′-CACCAAAAGTTGGACCGAAT-3′ 
R 5′-CCCCAATATCATCCACAAAGG-3′ 
MpFKF (Tm値: 54.5) 
F 5′-AGATTAGGGACGGGATGGAA-3′ 
R 5′-GGAACTCGCCACTCCTGAA-3′ 





酵母ツーハイブリッド法は GAL4-based yeast two-hybrid system (Matchmaker Gold 
Yeast Two-Hybrid System, Clontech) を用いて行った。MpGIの cDNA全長 (GI FL)、N
末端 (GI N, 1–392 アミノ酸)、C 末端 (GI C, 383–1187 アミノ酸) に対応する領域を
GBKT7 ベクター (Clontech) の EcoRI-SalI サイトに導入した。 MpFKF の cDNA 全長 
(FKF FL)、LOV ドメインと F-box ドメイン (FKF N, 1–291アミノ酸)、F-boxドメイン
と Kelchリピート (FKF C, 181–635アミノ酸) に対応する領域を pGADT7 (Clontech) の
NdeI-BamHI サイトに導入した。相互作用を見たい組み合わせのプラスミドを酢酸リチウ
ム法により酵母 AH109 株に形質転換し、SDWL 培地 (2% グルコース、Yeast nitrogen 
base w/o amino acid and ammonium sulfate 1.7 g/L、硫酸アンモニウム 5 g/L、Leu, Trp 
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mix 0.64 g/L, 2% 寒天) で形質転換体を選抜した。得られたコロニーを SDWLの液体培
地で培養し、滅菌水で希釈系列を作成して等量ずつ SDWLH (2% グルコース、Yeast 
nitrogen base w/o amino acid 1.7 g/L、硫酸アンモニウム 5 g/L、Leu, Trp His Ura 





 Forward primer (5'->3') Reverse primer (5'->3') 
GI FL ATGCGAATTCATGTCATTTCCCGGGCAGAA ATGCGTCGACTTAGACAGGAATCGGGCAGC 
GI N ATGCGAATTCATGTCATTTCCCGGGCAGAA ATGCGTCGACTCAAGCTGCGGCAGCGTCTGCGG 
GI C ATGCGAATTCTCAGGTACCGCCGCAGACGC ATGCGTCGACTTAGACAGGAATCGGGCAGC 
FKF FL ATGCCATATGATGGATTGGGATACAGATAC ATGCGGATCCTCAGGTGCTAGACAGACTCT 
FKF N ATGCCATATGATGGATTGGGATACAGATAC ATGCGGATCCTCATTCTCTTGCAAGTCTGCCCC 
FKF C ATGCCATATGCCAATACCATGGAAGGACTC ATGCGGATCCTCAGGTGCTAGACAGACTCT 
 
ゼニゴケ植物体の GUS染色 
ショ糖を含むガンボーグ培地上で連続白色光下で 10 日間培養した MpGIpro:GUS, 
MpFKFpro:GUS発現株を、染色液 (50 mM リン酸ナトリウム pH 7.2、0.5 mM ヘキサ
シアノ鉄 (Ⅲ) 酸カリウム、0.5 mM ヘキサシアノ鉄 (Ⅱ) 酸カリウム、10 mM EDTA、





GIoxおよび GIox FKFox株を LLで 10日間生育後、FR補光した長日条件に移動して 7日
間培養して、18 日目の ZT12 にサンプリングを行った。およそ 500 mg の植物体を液体窒
素で凍結した後破砕し、1 mLの氷冷した IPバッファー[50 mM Tris-HCl pH 7.4, 5 mM 
EDTA, 50 mM NaCl, 1 mM dithiothreitol, 0.1% (v/v) Triton X-100, 10% (v/v) glycerol, 50 
M MG-132, cOmplete protease inhibitor (Roche)] を加えて溶解した。3,500 gで 2分間、
次に 16,400 gで 10分間遠心し細胞残渣を取り除いた後、およそ 5 mgのタンパク質を含む
全タンパク質画分に対して 50 lのmyc抗体付きマイクロビーズ (Miltenyi Biotech) と混
合して、氷上で減圧しながら 30分間インキュベートして免疫沈降を行った。その後、磁石
台に設置したColumns (Miltenyi Biotech) にビーズ入り全タンパク質画分を通してビー
ズをカラムに吸着させた。カラムを 200 lの IPバッファーで 10回、150 lのWash Buffer2 
(Miltenyi Biotech) で1回洗浄後、90 lの2xサンプルバッファー [60 mM Tris-HCl pH 6.8, 
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5% SDS, 20% (v/v) glycerol, 10% (v/v) 2-mercaptoethanol] で溶出し、吸着画分を得た。 
 
ウェスタンブロット解析 
タンパク質溶液を 8% SDS-PAGEでサイズ分画し、電気ブロット法で PVDF メンブレン
にタンパク質の転写を行った。1 次抗体反応は、10,000 希釈した FLAG 抗体 [anti-FLAG 
M2 IgG antibody (F1804, Sigma-Aldrich)]、あるいは500倍希釈したmyc抗体 [anti-c-Myc 
IgG antibody (014-21901, Wako Pure Chemical Industries)] で行った。2次抗体反応は
10,000 倍希釈したマウス IgG 抗体 [horseradish peroxidase-linked anti-mouse IgG 
(NA931, GE Healthcare)]で行った。検出にはECL法 [horseradish peroxidase-based ECL 
Plus reagent (GE Healthcare)] を用い、Image Quant LAS 4010 biomolecular imager 
(GE Healthcare) で化学発光を検出した。 
 
シロイヌナズナの形質転換 
作製したコンストラクト AtGIpro:MpGI をシロイヌナズナ gi-2 変異体 (Fowler et al., 
1999) に減圧浸潤法により形質転換し、薬剤耐性を指標に T1種子の選抜を行った。gi-2の
種子は遠藤求博士 (京都大学) よりご分与いただいた。 
 
シロイヌナズナの花成時期の測定 
AtGIpro:MpGIを 1コピーもつ T3ホモのラインの種子を 16時間明期 8時間暗期、22C
に設定したグロースチャンバー内 (LH300, NKSystem) で生育した。光源には 90から 110 










な役割をもつ GI、FKF1遺伝子に相同性を示す配列 (MpGIおよびMpFKF) がゼニゴケゲ
ノム上に 1 分子種ずつ存在することを見出した。MpGI および MpFKF の一次構造解析お
よび系統解析により、MpGI および MpFKF が GI および FKF1/LKP2/ZTL のオルソログ
である可能性が示唆された (図 2-4)。蘚類ヒメツリガネゴケや藻類では GI・FKF1 ホモロ
グが存在しないため、これまで GIと FKF1の獲得は維管束獲得後であると考えられてきた
が、本研究により、これらの因子の起源が植物の陸上化の時期にさかのぼることができる
ことが初めて明らかとなった。MpGI および MpFKF の発現は概日時計によって制御され
ており、ともに夕暮れの時間帯に発現ピークを迎えることが示された (図 5)。発現組織解析
では、MpGI と MpFKF が葉状体のメリステムから中肋にかけていずれも発現しているこ
とが明らかとなった (図 6)。酵母ツーハイブリッド法および共免疫沈降法を用いた解析によ
り、MpGI と MpFKF は相互作用することが示された (図 7, 8)。このことから、ゼニゴケ
葉状体において MpGI-MpFKF 複合体が夕方の時間帯に多く蓄積していることが示唆され
た。 
次に、MpGI と MpFKF のノックアウト株 giko、fkfkoを作出し、生長相転換の時期を解
析した。その結果、野生株で観察された長日条件下の生殖器形成が、giko、fkfkoでは完全に
抑制された (図 10)。このことからMpGIおよびMpFKFが、ゼニゴケの生長相転換に必要
であることが示唆された。また、野生株背景で MpGI と MpFKF を過剰発現させた植物体
では、野生株で生殖器形成がみられない短日条件においても生殖器形成がみられた (図 11)。
一方で giko背景でMpFKF を、あるいは fkfko背景でMpGIを過剰発現させた株では、giko、




11)。このことから、MpGI および MpFKF が同一経路で機能することが示唆された。ただ
しMpGI、MpFKF過剰発現系統は野生株同様、遠赤色光を補光しない連続白色光条件では
生殖器形成を起こさない。従ってゼニゴケの生長相制御は、日長と光質を介した独立した
経路によって制御されており、これら経路の統合点は MpGI および MpFKF の下流に位置
すると考えられた (図 13)。 














図 13 陸上植物の光周性生長相制御機構の転用 
 概日時計から GI-FKF1 複合体を介した生長相制御機構は、配偶体世代 (ゼニゴケ) から胞子体
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